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6 ۲0۵۳۵۵۵۱500۵ 2۳00 ( 00۵11586 00۵۳۹۸//۱۱۵) ۱۷۱۱۵۵۵۵۱226 مصان مرو ان مستالنت 02۵1 
۱۷۲۱۵۵۰۵ 0و مصاهن ۲۱۵۵2۵0 امه ۲۳۳۱۸2۳۵۵ ۵ مصمن۳۲ 
۳۱۲۵۵۵0۱۵۵۱ 0 م۲0۵۵ ۱ مل‌مظ)ع]۱۷ 


تم نموم 6۰ ۳ ازومی ۳ 


احبانه‌تهه ,مابتاعم! طمتهععمک! ممممتمد ومتعمطون رماتتتافم طمتمعفمگ رومامع۴ مع9 صفلوفیت ,۳۳۵6990۲ )صداولو۸۵ -1 
0 ر 92۳1 مطمتاه22ع0۵۳ ممتاجع) ۱ مه ممتاهعنظ ط۲0وعوم] 

۵0 )۱۳۳۷1۳0۵۲۱۵ مصرج ومیمطوز۳۲ که لمح ,وال۲۵ رتمطوز۲ ۵ مصلوومعهم۳۶ ۵۶ )ممتصانهمع۱۳ رمامتال01۵ .۲۲ -2 
0 ,۲01220) ,190۱0۲۵65 امه 24 وعمممزمو آمتمانماتي۸ ۵۶ اند 

رصم اتقصصرع ۵ 1 21271135 :انم عمطانه مت مممومترمن -۶) 


۰ قفنطا عات 0 ۲۱0۷۲ 


۵ ۳0۲02122۵6 فصتاننوو ۵1 متنطانه لام 2023(۰) .9 بلتاظ تصهطرم عک ریک ۹212 7 :16061۷00 
مه عصناده‌ع0-ع2ععظ رهام عهنا رمتاهط رجصه گه رمجمتله معط جموزنهم‌می مه (عتعمعاهام 9 :/1۵۱۷1۹60 
۵ 5666۵ ۳۵0۵ ۱۵۳۵۵۱ .اصعصطعنم صنصدزه0ع ردام 0۶ دمتاعحتانه طا ولمطامجط اصم۷ ۵۱و آهتمنطظ 4 :۸66۵0۱61 


(امحاکصاه طفتاعصظ از صفتععظ ما ,661ص و(9)6 را باسمل ۵0۲۵ «ومآ1«70ع76 2 :001106 ۷211201 
4 3 1022067/15 /05://001.0۲2) 


۱۱۱۱۹۱ 

هصترمام وج ۷۵11 مه اهزتع)م2صه هه مهتم نامه و6 ما قیال «تافتالصد 1000 عط) مد 0عونا مصمصصوتم عط ۵۶ ممرم و1 منطو زه۵۵ظظ 
متطممامانجمامدام ۵۶ حصررم؟ عمط رعهعلد0۵عنه واوهاها ۱۳/۵۵رک من 0عم0متم المممصصصمی و1 اصمحصعتم ون 1 ,ومن۳۳۵۵۵ 
اصعع]۱ن1 .عصوععه ۵۴ وعع60 مطا که فهعته اممزممه ناو ۵ لهمز۵ه ما قاممه عن قع‌صوم مععق1 ما فاصمصصطمتنصع همه ص هه فععبقانه 
۵5 0۱7۲۶ فا مق مبامتصطع) مق ..مهعل602 فمتلیوه صم متصونهمع۷ 0 امجاه ما تق0عن ما 0عویا و27 فمیناوتصطاهع) 
حانط رصاممهتلنا رمتاممط هه رومتادم00 1۳۵۵71982 مباامصد ول‌مطاممه مفمط 1[ .مصمتمتاه امعم وملتوعه ومع1192072262 200 


۵ ۵۴ .۵۷۵و فیامتیه۱ مضه ماه مصلوا ممتامهتاه رطملاممنصمعمصصمه فلا رمماهممهتانا رعتافععتم متامادمتل بط 
۶ 0۲0000109 مطا ۶۵۲ عمتامه ماطد‌اتناه ج وج 106۲60قوهع صقعها فقظ صتصهبهمعصام )صمصاهامدمعع ۶ ممامنالمت فطا رامع 
6 0۴ حمتاحاله ۵۲ ,ههار مرگ ماه ما ۵8 طمهعوع۲ آصمتن فطا گم عومم‌تنام فط1. بصتصه بهممدام منطاممتامتعاعط 
متصورهمع دام ۵۶ حمتامحتاه مط ما ملمصاعصظ اصمععنل و «مصمه‌تلاه معط ۶م ممفتنهم‌همه 20 رقوععم۲ 209 م2ع۳۸16۲02[1 

۱/۹ 


65 200 وا۵۳2) ۱۷۲۵۸ 
۴ 27 1010ظ ,وماه0۲ ۱۵0 رعمامعد2عاه هم 0۳۵۵۵۲60 ۷۵۵ م2ع۲021منظ کایاعه ام 5۱۳۱۵/۶۵۵ ۵۶ عامرحصحه هتنام فط 1" 
۵ مهمتالد0مصم )صعتمن ره یال فص معباجن انامه رقمتلبتمه که مناج تایه مطا عم .تفع نصا ومم۱۷۲۵0 ]12هاع2] 0۴ 


0 220 5 ۵۲ ومصصتان۷ 1 کیان مایق مه مناج تاه لقص فطع ررلحط 500 8صع 100) وماهعه ممالقصصو ما ممتاه لته عم 20 رعوتا 
500) 165107 ۱ اون ماهتممتومه طذه طعنا کصمعوعءم1 ما صفطا مصنوممرم صرح مهعلهممنصه معط عصتاه۲« تایه تماد .ما11 
ص .و2 16 ۹010۲ 29 26 ۵12060 ۷7۵۲۵ ومام‌حصهه عط رعطاعنا ۵۶ وعامط 12 مرج وومص‌انه ۵۶ فسامط 12 ۵۶ ۵۵100 2 هه (6000 60 
40 ۷۵۶ والم 2ع1ه عمط عصتصنهدم ممت‌نامه مطا ۵۶ ععصع‌هاعموهاه معط روفمصط لمعاه عطا ۵۶ ووععمعم طمنوع مطا متقتلهبه ما عع0۲0 
-ع10 1۳662 ,صامعهه ۵۶ 05مطاعصه ام رمهعاههعنهه مصتلنتمه گم وقحصه بل عمط مصتندمهتم تماته بط 540 ۵۶ طمصعاه۷/۵۷ 2 ]2 
60 مطا ,و۲60٩‏ )مه مطا ما صتصه مردام آممه م6 ۱۵۵0 ۷۵۲۵ ممتصطمع) کممب او اممصتمه 4صه م)مصد رصم رعصتادمع0 
۶ ]1160 94 رصمتل20 1 متصوهمه دام ۵ تسم مه حمتاحاصمعجمی فطع معصتتتامهممهر رها 0مافمتاله7ه ۳/28 0مصاعصظ طمقع 0۴ 
0 ۷۵۵ )صمصصعنم 2060 عظ) ۶ تسم فص ممتاح‌تاجهعصمی فطع هم مفهگلناد صتممصصصصه رها ومع ممتاهمتنام عط عما امه 
٩0۴]۷7۷2۲68 ۷/۵۲۵6 0‏ ات۲ لصج ووظو همه صعنععل 260نع00صه: «اماعام‌ججمع ۵ ما من قه طمتهعوع2 ونظ 1 .مهبم 


0 عمتااطاتتتاظ عصمحصصصم 0۵2۷۵ بعلصا 0عاباماتتاعتل مامتانه ققععمعه مهورم صه و1 فتط1. .(۲)8مطاناه 1 6۵2023 
ط60 1۳۵۵۳000 سح صمتاتاحاتساعتل رحمتاهامر202 رعصتتعطه رمویا ماتصهم طمتط ,(4:۵ 5۷ 00) عوصعمنا لمصمتاهمامز 
۰ 36) 20 (ع)مطبيه تقصتعتنه مطا ما تمه ماقتاممتمم2 ۷۵و ۷۵ و2 ععم1 قه ماقم بو معط رد2 ۳ 
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0 ۷۵۲1۵۵66 0۴ ولو ررلممه 086-۱۷۵۷ عصلوتا 202172600 ۷۸۵۲۵ م۲2 .۲۵906۵0۷۵ رتم112 ۵ عصزسهیل 0ج ولورولفمه [162اوتاهاه 107 
۰ 608۴1068۵86 95660 21 ]5ع) و صهمصنانا پرها 0مامنلد۵7 ۳/۵۵ فصوممصط مط) مهع60 مممم7ع0141 مط 


169۱10٩ 20 

۵ ومعصهطه عصتاآناوع: عمط مه مصم ۱۳۷2 صح 20ظ 14 هم 0۵ 02 حمی طامتع مهعلهمتمنص عقطا ٩0۱760‏ فالناوعع مط 1" 
۵6 ۱۵ ,(012۷9 2) مو2ظ۵ عصتاوع؟ )عمطو مط) مصلوعهم تعاله ,ول ۵60.05(۰) 16 صه 14 0275 )۵660 روعحصت 2 24 )صهع1]نصمزه 
عط رورحل 16 مصح 140 عط) ممع0عه )باه ,جح 146 مطا) اتاصنا بصع مه 0مباصتاومی هه مفقطام طمتع متصصط‌تنهع1۱۵ مطا عماجم 
6 ۴۱۵/1۰ 1120 15 ور 16 ععَج 00660مم وفققظ فطع عقط مصنام؟ مه 1 ره 10110 معط هدز تقفاوم اومصصله قه۳ طااهتع 
40 ( ۲۵506001۷61۷ رلصط/عحظ 1.786 هه 1.815) 005ظ)عهص صنامفهاهه فصه متمصرمص ما 0مممته صتصو مدا هن طمتاتامهع‌صهم 
عصمحعز عط) رممتن200 م1 زر0.05کع) ومطامصه ۲2۵ ععطان فطع صقطع 16۷۵1 عطهنط 2 21 قوب مه (۵۶۵.۰۵05) عمعععع]01۶ )صدعتلنصع لو 0ظ 
1) ۱۱600040 امعب۱مو لمتمصتصص مط ص صقط) (لص/عجدط 1.335) مامتصطهعا عصتاوملعل-وطص21عع مط) صا تمعن که متاه‌تاموهعصمم 
۵ تاج 4ج ممتاحاجهعجمع اصمصصونم مطا رمتهگانه تمه عصلونا صمصصونم مطا ۵۶ صمتاه‌تسم عافد .رتلصظ/عظ 
فصح 0مطامحظط لقصتامه مط عمتومومطل ها اقط 0عب«مطو مدع ونطا ۵۶ فاناوعر م1 .(0.05کم) 0مطاعصه مه طا ب«لاصهع1نصوزه 
مصاننوگ صم صنمدنهمهع بطم که «مصمتمتله ممتامجینه مظ) رمیهگایه تمصع عصتودا فقعممعم صمتاهمتتتام فطا امه 
۰ ۵0۱0 (واو1۵ع 6۵۳۵/۲۸۱۵) عهع ۳۸۱۵۲0۵1 


90 

۵ ۳۵0101۴ عتتتاانن کلنامتته طا وتعهامام ما ری ۵ 0صعم طا« مه عطا ردل‌تقعوع: فنطا ۵۶ فالناوعد فطا ده ۳860 
0 (مظ602 61۷۹023/۵۵ 0مظ)عصظ متهر2صه مه منمتصطهعع 0صیامعهعا ۲ رقوحت 16 ععتتسل) )صماوجمی صفطا 4صه )فی عصنل‌صهعوه 
مج عصتاد060-مط21عع۳ صقطا «مصمامتگله معمصه وق مهعله0عنهظ روهار 6۱۳۵۸۵ حصم کصعصصونم دتصدنهمه ردام اممارم 
مجگاناه صحتطمصصه 406۵ وصلودا موم 0عمماه مطا ۵۶ ممناهعتگساج ,ول .ع0مطامجط (4تمه متعماهه۵ع بوط) کصعب امد منصهع1۳01 
۰ 620 1 متصوهم۵ هه ۵۶ راتسا فص ممتاجتاجععصمم فطع وعف8هع180۲ 
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مقاله پژو هش 


لد ۱٩‏ شماره که آخرهی ۱۳۰۲ عی: ۶۳۹-۶۶۱ 


کشت سلولی میکر و حلبک اسپیرولینا (01067515 )٩077//176‏ و مقایسه راندمان روش‌های 


آنزیمی. اولتراسوند. انجماد-انجمادزدایی و حلال معدنی در استخراج رنگدانه فیکوسیانین 


رضا صنری ۰*۱9 سهیل ریحانی پول۲ 


تاریخ دریافت: ۱۴۰۱/۰۶/۲۶ 


تاریخ پذیرش: ۱۴۰۱/۱۰/۰۳ 


چکیده 

جهت استخراج رنگدانه‌ها از جلیک‌های دریایی از تکنیک‌های مختلفی استفاده می‌شود که هر تکنیک علاوه بر داشتن معایب و مزایایی» راندمان متفاوتی دارد. 
یکی از این رنگدانه‌هاء فیکوسیانین است که از روش‌های مختلفی جهت استخراج آن استفاده می‌گردد. هدف پژوهش حاضر کشت میکروجلبک اسپیرولینا پلاتنسیس 
و استخراج فیکوسیانین از آن با استفاده از چهار روش اولتراسوند انجماد-انجمادزدایی» آنزیمی و حلال معدنی بود. در مراحل بعد. میزان راندمان هر روش از طریق 
اندازه‌گیری غلظت و خلوص فیکوسیانین ارزیابی شد. ضمن اينکه اثر اعمال فرایند خالص‌سازی با سولفات آمونیوم نیز بر غلظت و خلوص رنگدانه مستخرج مورد 
سنجش قرار گرفت. نتایج نشان داد رشد میکروجلبک از زمان صفر تا ۱۴ روز دارای روند صعودی و تغییرات حاصله نیز در تمامی زمان‌هاء بجز روزهای ۱۴ و ۶ 
معنی‌دار بوده است (۰/۰۵>). همچنین جلبک بعد از سپریکردن فاز سکون کوتاه (۲ روز» وارد مرحله رشد لگاریتمی شد و تا روز ۱۴ به رشد خود ادامه داد اما ین 
روزهای ۱۴ و ۰۱۶ رشد تقریبا روند ثابتی بخود گرفت. در ادامه مشخص شد که میزان توده تولیدشده پس از ۱۶ روز» ۱۱۲۰ میلی‌گرم بر لیتر می‌باشد. غلظت 
فیکوسیانین استخراج‌شده در روش‌های آنزیمی و اولتراسوند (به ترتیب ۱/۸۱۵ و ۱/۷۸۶ میلی‌گرم در میلی‌لیتر) فاقد اختلاف معنی‌دار (0<۰/۰۵) و در سطح بالاتری 
از دو روش دیگر قرار داشت (0>۰/۰۵؛ ضمن اینکه غلظت رنگدانه در تکنیک انجماد-انجمادزدایی (۱/۵۲۵ میلی‌گرم در میلی‌لیتر) بیشتر از روش حلال معدنی 
(۱/۱۲۱ میلی گرم در میلی‌لیتر) بود (0>۰/۰۵). پس از خالص‌سازی رنگدانه با استفاده از سولفات آمونیوم. غلظت و خلوص رنگدانه به صورت معنی‌داری در هر روش 
افزایش یافت (0>۰/۰۵). نتایج تحقیق حاضر نشان داد که با انتخاب روش بهینه و همچنین اعمال فرایند خالص‌سازی با سولفات آمونیوم» می‌توان راندمان استخراج 
فیکوسیانین از میکروجلبک اسپیرولینا شسیس را افزایش داد. 


واژه‌های کلیدی: میکروجلیک اسپیرولیناه استخراج فیکوسیانین, روش اولتراسوند. تکنیک آنزیمی» آنزیم لیزوزیم 


مقدمه است ( :2020 .اه 6 طعصمعه22 :2013 .اه 6 طدانطه521 

ین بخ کیره هروک اسرد تن ۲ به دلیل دارا 2 , .۸ 6 ۹2127 :2021 ,له ۵1 2۲عع272ظ۳). یکی از ترکیبات 
بودن ترکیبات منحصر به‌فرد و فوق‌العاده مغذی ( ,.۵1 6 206ع720 مفید و ارزشمندی که از میکروجلبک اسپیرولینا پلاتدسیس استخراج 
مس وی کت توس شده است رنگدانه فیکوسیانین می‌باشد (2022 ,.21 6۶ ت9289). این 
و نایم غذاین قراز کافته و فان مصوکی. ق: فرابوخ. ی رنگدانه آبی دارای کاربردهای بسیار گسترده‌ای در صنایع غذایی» 
میکروجلیک و استفاده از آن در فرمولاسیون مواد غذایی صورت گرفته پزشکی و داروسازی می‌باشد که همواره انجام تحقیقات پیشرفته و 


۱- استادیار پژوهشکده اکولوژی دریای خزر موسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور سازمان تحقیقات آموزش و ترویج کشاورزی» ساری» ایران 
(#- نویسنده مسئول: 210211.0010 ۵) 1 21271135 :اتفص۴) 
4 01 1009://001.0۲8/10.22067/115 
9۲۱۸/۱۱ -3 


((۵۰ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


تکمیلی در این زمینه در جریان است. فیکوسیانین دارای خواص درمانی 
(اثرات مثبت بر تقویت سیستم ایمنی و خواص ضد التهابی)» آنتی 
اکسیدانی و آنتی‌باکتریایی نیز می‌باشد و به نوعی می‌توان مواد غذایی 
مختلف را با این رنگدانه غنی و يا به‌منظور افزایش زمان ماندگاری از 
آن در فرمولاسیون استفاده کرد (2022 ,.۵1 6 1ت2/۵). 

فیکوسیانین به شکل تجاری توسط میکروجلیک اسپیرولیا 
حوضچه‌های بزرگ و یا استخرهای نقاط گرمسیری و یا نیمه گرمسیر 
در حواشی اقیانوس‌ها تولید می‌شود. کارایی تولید توده زیستی با تامين 
نور تعیین می‌شود. اسپیرولینا پلاننسیس در کشت‌های میکسوتروف نیز 
توانایی رشد دارد. نرخ رشد ویژه کشت‌های میکسوتروف با جمع کشت 
های اتوتروف و هتروتروف برابری می‌کند. اسپیرولینا بانسیس قادر 
به رشد در شرایط هتروتروف نیز می‌باشد اما از آن جا که نرخ رشد ویژه 
و محتوای فیکوسیانین در چنین کشت‌هایی پایین است تولید آن با 
ستفاده از چنین روشی امکان‌پذیر نمی‌باشد. در حال حاضر تولید 
فیکوسیانین به صورت هتروتروف با استفاده از گونه الدیریا سولفورار 
نیام می‌گیرد. این میکروارگانیسمه تک سلولی و گزینه مناسبی جهت 
تولید فیکوسیانین به صورت هتروتروف می‌باشد. زیستگاه طبیعی آن 
آب‌های گرم و اسیدی و دمای رشد بهینه این میکروارگانیسم بالاتر از 
۰ درجه سانتی گراد است (2007 ,۳2156 24 )67۳01 0۳2۷)). اگرچه 
محتوای فیکوسیانین سلولی این میکروارگانیسم به مراتب کمتر از 
اسپیرولیا پلاشسیس است اما با تولید توده زیستی ۵۰ گرم در لیتر در 
روزه باعث تولید فیکوسیانین تقریبا ۱۰ برابر بیشتر از اسپیرولینا 
لاننسیس می‌گردد. اخرا یز تولید فیکوسینین نوترکیب بعنوان گزینه 
ایی مناسب جهت تولید هتروتروف فیکوسیانین مورد توجه قرار گرفته 
است (2007 ,۴16 0ج2 0۵۷6۲۲011 :2004 ,وومجن 220 ۳۱12 
جهت استخراج ترکیبات موثره(ترکیبات پروتئینی و پلی‌ساکاریدی) از 
منابع گیاهی از روش‌های مختلف استفاده می‌شود. یکی از روش‌های 
استخراج پروتئین از ماکرو و میکروجلبک‌هاء روش آنزیمی می‌باشد. در 
کاراگینان» آگار نشاسته» گلوکان 9 ۰.۰ وجود دارد. آنزیم‌های دارای 
ماهیت پلی‌ساکاریدازی مثل لیزوزیم» سلولازء گلوکانازه آگارازه گالاکتازه 
گزیلانازباعث هیدرولیز و یا تجزیه ترکیبات پلی‌ساکاریدی و در نتیجه 
تخریب دیواره سلولی و يا غشای سیتوپلاسمی می‌شوند. در نتیجه 
ترکیبات درون سلولی از جمله پروتئین‌ها آزاد می‌گردند. علاوه بر اين» 
با فعالیت این آنزيم‌هاه پلی‌ساکاریدهای متصل به پروتئین» تحت تأثیر 
هیدرولیز آنزیمی قرار گرفته و در نتیجه راندمان استخراج پروتئین 
افزایش می‌یابد ( 200 ۴260۲ :2008 رععمهسنع۲1 هه )تعطنا0 
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7 :۴۱۵۲6۶ 240 رملل2ع۱ظ :2013 ,67210ع۳1]2). اولتراسوند یا 
فراصوت یکی دیگر از روش‌های نوین جهت استخراج مولد موثره و 
پروتئین‌ها و دارای کاربردهای گسترده‌ای در زمینه استخراج» تجزیه, 
ریزپوشانی و ... است. مکانیسم اصلی استخراج با امواج فراصوت به 
پدیده کاویتاسیون " مربوط می‌شود. برخلاف شیوه‌های مرسوم. امواج 
صوتی باعث تخریب دیواره سلولی در یک مدت زمان کوتاه می‌شوند و 
عصاره گیاهی در طول دیواره سلولی انتشار می‌یابد. مشخصات گیاهی 
مثل میزان رطوبت. اندازه ذرات و نوع حلال مورد استفاده به‌منظور 
استخراج کارآمد و موثر مهم هستند. به علاوه فاکتورهای زیادی شامل 
فرکانس» فشاره دما و زمان, کارکرد امواج صوتی را تحت تأثیر قرار می 
دهند (2001 محقطگنهک؟ 0ص عانجتامط). در تحقیقات مختلف 
روش فراصوت به همراه سایر روش‌ها نظیر غرقابی» مایکروویو و 
هموژنیزاسیون جهت استخراج رنگدانه‌ها و مواد موثره گیاهی بصورت 
منفرد و ترکیبی مورد استفاده قرار گرفت و نتایج حاکی از راندمان بالاتر 
روش فراصوت در ترکیب با حلال نسبت به سایر روش‌ها بوده است 
(2011 ,.ه 01 ۷182). از مزایای استخراج به کمک امواج فراصوت؛ 
فزایش قطبیت سیستم (شامل استخراج کننده: آليت‌ها و ماتریس) و 
افزایش بازدهی استخراج با حفره‌زایی است که می‌تواند مشابه یا بزرگ- 
تر نسبت به استخراج سوکسله باشد. با توجه به حساسیت رنگدانه‌ها به 
دماهای بالاء روش فراصوت. استخراج در دماهای پائین را امکان‌پذیر 
می‌سازد. استخراج با کمک امواج فراصوت امکان افزودن یک استخراج- 
کننده کمکی را فراهم می‌کند و موجب افزایش قطبیت فاز مایع می‌شود. 
فراصوت می‌تواند دمای عملیاتی را کاهش دهد و امکان استخراج 
ترکیبات حساس به حرارت را فراهم کند. همچنین زمان استخراج 
نسبت به استخراج سوکسله نیز کوتاه‌تر است. از مزایای استخراج با 
کمک امواج فراصوت نسبت به استخراج با کمک امواج مایکروویو می 
توان به سریع‌تر و ساده‌تربودن این روش آشاره‌کرد. در جذب اسید» روش 
فراصوت نسبت به مایکروویو ایمن‌تر است به‌طوری‌که به دماها و 
فشارهای بالا نیاز ندارد. استخراج به کمک امواج فراصوت نسبت به 
استخراج سیال فوق بحرانی تجهیزات بسیار ساده‌تری نیاز دارد. بنابراین 
هزینه کل فرایند استخراج بسیار پایین‌تر است. استخراج با کمک 
فراصوت می‌تواند با هر حلالی برای استخراجدامنه وسیعی از ترکیات 
طبیعی استفاده شود. از طرف دیگرء استخراج با سیال فوق بحرانی به 
ظور, اتخضازغ دسریم برای: استخراه ناهوس که 
بنابراین دامنه آن به آنالیت‌های غیر قطبی محدود است ( ,۷0۵10۶0 
1 از مهم‌ترین روش‌های فیزیکی جهت استخراج مواد پروتئینی 
از ماکرو و میکروجلبک‌ها می‌توان به هموژنیزاسیون» استرس و شوک 
اسمزی اشاره نمود. مطالعات نشان داد که استفاده از روش‌های مذ کور 
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باعث افزایش استخراج و بازیافت پروتئین از جلبک‌هایی نظیر اولاو 
فاسیاتا ۵ سارگاسوم ولگاره ۲ و پورفیر/ آکانتوفور " می‌شود و نتایج حاکی 
از کارآیی بالاتر شوک اسمزی نسبت به اولتراهموژنیزاسیون می‌باشد 
( ,۳۱۱27۵67210 هه 2۵0 :2005 رمجصه‌تم] صح مصتتوطاتحظ 
3 یکی دیگر از روش‌های استخراج مواد پروتتینی از جلبک‌هاء 
میدان پالس الکتریکی می‌باشد. در این روش جربان الکتریکی باعث 
افزايش نفوذپذیری دیواره سلولی و غشای سیتوپلاسمی می‌شود و 
الکتروپورشن" قابل و یا غیر قابل برگشت رخ می‌دهد. این روش جهت 
استخراج اجزای درون سلولی مثل پروتئین‌ها» چربی‌هاء کربوهیدرات‌ها» 
کاروتنوئیدها و کلروفیل از جلبک‌هایی نظیر اسپیرولیناء کلرلا 
ولگاریس* انوکلروپسیس سالیّا " مورد استفاده قرار گرفته است 
( ۶۶ ۷ملحتصتوط 2013 واه ۵ داعادامن :2013 .۵1 ۵1 آعتاعمون0 
5 ,.0). 

ه‌منظور استخراج فیکوسیانین از روش‌های مختلفی نظیر انجماد- 
انجمادزدایی» آنزیمی» اولتراسونده فشار هیدرواستاتیک بالاء 
اولتراسانتريفو اولتراهموژنیزاسیون» استخراج با آب و حلال‌های 
مختلف استفاده شده است که هر یک از روش‌های مذ‌کور دارای مزایا 
۳ معایبی هستند ۱ 0134 ۴۵۷۱۵0۲۵1۱ مضه . صهتمه۲۵۵ظ 
4 , .4 61 [51۷292017). هدف تحقیق حاضر در مرحله اول کشت 
میکروجلبک اسپیرولینا پنسیس طی ۷ روز و ارزیابی روند رشد و 
تکثیر آن است. در مرحله بعد با استفاده از چهار روش اولتراسوند. 
انجماد-انجمادزدایی» آنزیمی و حلال معدنی اقدام به استخراج رنگدانه 
فیکوسیانین و ارزیابی بازده (غلظت و خلوص) هر یک از روش‌های 
مذکور خواهد شد. ضمن اينکه پس از عمل خالص‌سازی رنگدانه با 
استفاده از سولفات آمونیوم غلظت و خلوص فیکوسیانین اندازه 
گیری می‌شود. 


مواد و روش‌ها 
کشت میکروجلیک اسپیرولینا و ارزیابی روند رشد 

نمونه خالص جلبک اسپیرولیا پلاننسیس از آزمایشگاه جلبک 
شناسی بخش بیولوژی دانشگاه تربیت مدرس تهیه گردید. جهت کشت 
اسپیرولینا از محیط کشت زاروک۲ با ترکیبات متفاوت استفاده و پ پس از 
کشت در مقیاس‌های کوچک‌تر (۱۰۰ و ۵۰۰ میلی‌لیتر» کشت نهایی 
در حجم‌های ۵ و ۵۰ لیتر انجام گردید (شکل ۱). ترکیبات محیط کشت 
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صفری و ریحانی پول. کشت سلولی میکروجلبک اسپیرولینا... ۶۵۳ 


کشت جلبک و قرار دادن در برابر نور فلورسنت با شدت لوکس نوری 
مناسب (۲۵۰۰ تا ۸۰۰۰) و دوره زمانی ۱۲ ساعت تاریکی و ۱۲ ساعت 
روشنایی. نمونه‌ها در دمای ۲٩‏ درجه‌سانتی‌گراد به مدت ۱۶ روز قرار 
داده شدند. نمونه‌ها روزانه برای ۳ بار تکان داده شدند تا رشد جلبک به 
درستی انجام گیرد. به منظور ارزیابی روند رشد توده جلبکی» جذب 
محلول حاوی سلول‌های جلبک در طول موج ۵۴۰ نانومتر قرائت گردید. 
پس از مشاهده شکوفایی جلبکی» نسبت به جمع‌آوری توده سلولی اقدام 
شد. این فرآیند با استفاده از صافی‌های ۱۰۰ و ۲۰ میکرونی انجام گردید 
که به‌ترتیب برای جداسازی ذرات بزرگ‌تر و توده جلبک مورد استفاده 
قرار گرفتند. توده جمع‌آوری شده ۳ بار با آب مقطر استریل شستشو داده 
شد (اين عمل برای کاهش اثرات محیط کشت انجام شد). برای خشک 
کردن جلبک نمونه‌ها در دمای ۴۵ درجه سانتی‌گراد آون (بهداد» ایران) 
1 مدت ۴۸ ساعت قرار داده شدند ( 20135 ,.۵ ۶ 12۳001 
13 ,۲۵2۷100۲21 200 ۳۲2۵021 
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کشت اسپیر ولینا در اولن ۵ یت ن. 


# 


لت سیم ونیا تر ار لن ۱۰۰ مسليتبتم ی گنت اسییرولینا در !گوار یوم ۵۰ لیترن 


شکل ۱- کشت سلولی میکروجلبک اسپیرولینا پلاتنسیس 
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جدول ۱- محتویات محیط کشت میکروجلبک اسپیرولینا پلاتفسیس 
675هام 5۲۵۵ 0۴ واج6)جم -1 12016 
صینلعصه متسین 
(ع) اصجمصد . یتمه سین معط ۵ ممناتدمموصمن 


میزان ترکیب محیط کشت 
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۲( نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


استخراج رنگدانه فیکوسیانین از میکروجلبک اسپیرولینا 

به‌منظور استخراج رنگدانه فیکوسیانین از میکروجلیک اسپیرولیناه از 
۴ روش اولتراسوند» انجماد-انجمادزدایی» آنزیمی و حلال معدنی 
استفاده شد (شکل ۲). بدین ترتیب که ابتدا ۲ گرم از توده خشک 
اسپیرولینا به ۴۰ میلی‌لیتر از بافر فسفات سدیم ۰/۱ مولار اضافه شد و 
با قراردادن بر روی هیتر مگنت (به مدت ۳۰ دقیقه» سوسپانسیون 
هموژنی از آن تهیه و جهت انجام فرآیند استخراج آماده گردید. در روش 
اولتراسونده سوسپانسیون حاوی جلبک به مدت ۱۰ دقیقه و با 
فرکانس ۲۰ کیلو هرتز سونیکه شد ( ,۵۷1072 4صه صحتی‌ه۳۱۵0 
23 در روش انجماد-انجمادزدایی» سوسپانسیون به مدت ۲۴ ساعت 
در دمای ۲۰- درجه سانتی‌گراد و پس از آن در دمای ۴ درجه سانتی 
گراد انجمادزدایی شد. این فرآیند دو بار تکرار شد ( 224 مدتفله۲:۵0 
3 ,۵1 ۵ قاطاصهک :2013 ,صعت‌هذم). در روش آنزیمی, از 
آنزیم لیزوزيم جهت هضم و هیدرولیز آنزیمی جلبک استفاده شد که 
مقدار آن نیز ۴۰ میلی‌گرم به ازای هر گرم وزن خشک جلبک بود (در 
مطالعه حاضر میزان اسپیرولینای مورد استفاده ۲ گرم بوده است). جهت 
آغاز هیدرولیز آنزیمی» از لیزوزیم (سیگماء آلدریج) به همراه 31۸ و 
سدیم‌آزید (مرک آلمان) به مقدار ۱۰۰ میلی‌مولار (بعنوان عوامل 
ضدمیکروبی) استفاده شد و نمونه‌ها به مدت ۴ ساعت در حمام آب ۴۴ 
درجه سانتیگراد شیک (اختریان, ایران) شدند. در روش تیمار اسیدی از 
اسیدکلریدریک (مرک» آلمان) ۱۰ نرمال استفاده و سوسپانسیون حاوی 
اسید در دمای اتاق به مدت ۲۴۳ ساعت نگهداری شد ( صهتم۳:۵۵۵1 
3 ,12۷1۴0۲20 200). برای روش‌های اولتراسوند و انجماده پس 
از انجام فرآینده نمونه‌ها در دمای ۳۷ درجه به مدت ۳ ساعت شیک 
شدند. اما در روش‌های آنزیمی و حلال معدنی» از شیک اضافه استفاده 
نشد. پس از انجام مراحل فوق. نمونه‌ها در دور ۱۰۰۰۰ دور در دقیقه به 
مدت ۲۵ دقیقه در دمای ۴ درجه سانتی‌گراد سانتریفوژ (عتاع1 
آلمان) و مایعات رویی (رنگ آبی تیره) برای اندازه‌گیری پیگمان جمع 
آور ی شندند (11 6ص :2013 م,صه۲۹۵۷۱۴۵0۲۵ 20 ۲۲۵9۵16212 
5 ,۳۲۵0۲ 4ص2 (ع۳1ع1 :2013 ,.0). 


خالص‌سازی نسبی فیکوسیانین 

به منظور خالص‌سازی نسبی رنگدانه فیکوسیانین» از سولفات 
آمونیوم (مرک. آلمان) با درجه اشباعیت ۴۰ درصد استفاده شد. این ماده 
به آرامی به محلول حاوی فیکوسیانین اضافه و به مدت یک ساعت هم 
زده شد. پس از قراردادن نمونه حاوی مخلوط فوق در مکان تاریک و 
دمای ۴ درجه سانتی‌گراد به مدت ۲۴ ساعت» فرآیند سانتریفوژ 
(حدعمامک ژاین) در دور ع۱۵۰۰۰ به مدت ۱۵ دقیقه انجام گردید. 


مایع بی‌رنگ رویی حاصل از سانتریفوژ دور ریخته شد. سپس به رسوب 
آبی رنگ, مقداری محلول بافر فسفات (01۳1-۷) اضافه و در دمای ۴ 
درجه سانتی‌گراد نگهداری گردید ( «ته۷ :2006 .اه ۶ تاد 
0 .۸ 6 66۳02 1). 
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استخو+ج به لستفانده از روش اونترنسوند. نت فی‌گوسي‌شین در اآقودای ۱۲:۵ 2.2 


شکل ۲- استخراج نمونه‌های فیکوسیانین از میکروجلبک اسپیرولینا 


۸ ۳0۵۱۱ ومام‌صوو نصدوی دام گ۵ ممتا ۲20۲۵ -2 ۲۱۵۰ 
6 012167755 


استخراج 

برای محاسبه غلظت فیکوسیانین» جذب نوری (اسپکتروفتومتره 
غلظت فیکوسیانین بر حسب میلی گرم بر میلی‌لیتر طبق فرمول ذیل 
محاسبه گردید (2014 .اه 6 تین :2013 ,.۵1 ۵ تقحصتاک). در 
این رابطه 2-60 غلظت فیکوسیانین (میلی گرم بر میلی‌لیتر)» 620 
جذب در طول موج ۶۲۰ نانومتر و ۸6:2 جذب در طول موج ۶۵۲ 
نانومتر است. 

0-۳) ])۸620-0.474( ۰۸4 

جهت تعیین مقدار فیکوسیانین بر حسب میلی‌گرم در گرم وزن 
خشک جلبک از معادله زیر استفاده گردید (2007 ,۵1 6۶ .)٩11۷6172‏ در 

< ))0.۳0 - ۲۷/8۴ 

خلوص فیکوسیانین (۳) نیز از رابطه زیر محاسبه شد 
(2012 ,.۵ 6۶ تصصطی‌کهانطان ۱ 

۳ < 0۵1600 


تجزیه و تحلیل آماری 

پژوهش حاضر در قالب طرح کاملا تصادفی اجرا و به منظور آنالیز 
آماری از نرم‌افزار ٩۳55‏ استفاده گردید. داده‌ها از طریق آزمون آنالیز 
واریانس یک‌طرفه آنالیز و معنی‌داری تفاوت بین میانگین‌ها بوسیله 
آزمون دانکن در سطح اطمینان ۹۵ درصد ارزیابی شد. 


ارزیابی رشد میکروجلیک 
تغییرات رشد و تولید توده سلولی جلبک مورد مطالعه اسپیرولینا 
پلاتسیس) در جدول ۲ ارائه شده است. نتایج حاکی از آن است که 


صفری و ریحانی پول. کشت سلولی میکروجلبک اسپیرولینا.. ‏ ۶۵۵ 


در تمامی زمان‌هاء بحز روزهای ۱۳ و ۱۶ معنی‌دار بوده است (۰/۰۵>). 
ارزیابی تغییرات رشد نشان داد که جلبک بعد از سپریکردن فاز سکون 
کوتاه (۲ روز» وارد مرحله رشد لگاریتمی شد و تا روز ۱۴ به رشد خود 
ادامه داده است. در ادامه» بین روزهای ۱۴ و ۰۱۶ رشد تقریبا روند ثابتی 
بخود گرفته و اصطلاحا جلبک وارد فاز رشد ثابت شد. مطابق جدول ۲ 
جذب نوری جلبک در طول موج ۵۴۰ نانومتر, از ۰/۰۹ در روز صفر به 
۵ در روز ۱۴ افزايش یافت. بطوری که رنگ محیط کشت از سبز 
روشن به سبز تیره تغییر کرد که اين مورد نشان‌دهنده رشد فزاینده 
جلبک می‌باشد (در مشاهده میکروسکوپی» انبوهی از رشته‌های 
مارپیچی منظم جلبک در حال حرکت دیده شد). میزان توده خشک 
جلبک پس از پایان دوره کشت (۱۶ روز انجام فرآیند لخته‌سازی, 
شستشو و خشک‌کردن» ۱۱۲۰ میلی گرم بر لیتر بود. 


جدول ۲- تغییرات جذب نوری میکروجلبک اسپیرولینا پلاتنسیس در زمان‌های مختلف 
5 01110۲۳60 )۵ 6وع0۱۵۲0۵۱ عتجه) هار موی ۵1 جمتامهعماه )حصاعنا جز عععصمط -2 12016 


طعجه۱ه۱۷2۲ ۳ 540 26 عحعادم من ۵ دمتامهمدصاه اطعنا. (رجع0) مصز] 
جذب نوری میکروجلیک در طول موج ۵2۰ نانومتر زمان 

0 (2 
2 0.210. 

؟001-+0.44 4 

6 00-۴ 
8 1-3-0 

10 ۱۳۵۴۰۱۳0 
12 7/۲۳۰0 
14 2.32503 
16 2.350.8 


حروف متفاوت نشان‌دهنده وجود اختلاف معنی‌دار بین داده‌ها است (۰/۰۵). 


060.05(۰) 0212 ما طمع۱7عه وعمهمتعن اصهم‌/تصوژه مامه‌تصز فعمناع1 کصمتمررز 


در تحقیقات مختلف جهت کشت اسپیرولینا از روش‌های کشت 
متفاوت نظیر سیستم‌های بسته یا بچ کالچر! فدیچ‌کالچر" و پا مداوم ‏ و 
همچنین محیطهای کشت مختلف بر پایه املاح معدنی نظیر زاروک» 
جرج» جردن اف ۲ شولر استفاده شده است که دارای منابع کربنی مانند 
بی‌کربنات سدیم و کربنات سدیم» منبع نیتروژنی منل املاح آمونیوم. 
نیتریت و نیترات و منبع فسفات می‌باشند ( :2014 .اه 61 ٩27102‏ 
6 ,./0 6۶ 13۳0261). نتیجه پژوهش‌های محققین مختلف موید آن 
است که با تغییر املاح معدنی مورد استفاده» می‌توان شرایط رشد 
اسپیرولینا را بهینه کرد و به توده بیشتری از جلبک دست بیافت 
(2014 ,.۵1 2 102ت9۳2). جرلی و پروبو (2015 متاطاه۳ 220 «ع71ع1) 


توده در طول ٩‏ روز کشت در 0۳1-٩‏ ۲۸۰ میلی‌گرم در لیتر بود که در 
مقایسه با تحقیقق حاضر بسیار کمتر می‌باشد (هر چند که زمان کشت 


1- ٩2000 06 
2- ۲60 ۲٩2۵1 6۵ 


شیخی نژاد و همکاران (2015 ,21 6 )٩۳6۱۱۴6[20‏ از دو سیستم 
هوادهی (هم‌زدن با هوا و هم‌زدن با چرخش ظرف کشت) جهت کشت 
نمک دریا در یک دوره ۱۴ روزه استفاده کردند. نتایج نشان داد که در 
روش هم‌زدن با هو بیشترین و کمترین توده به ترتیب مربوط به 
محیطهای کشت زاروک (۴ گرم در لیتر) و نمک دریا (۲/۴۹ گرم در 
لیتر) است. همچنین در روش هم‌زدن با چرخش ظرف کشت بیشترین 
و کمترین توده به‌ترتیب در نمک دریا (۳/۶۹ گرم در لیتر) و محیط اف 
۲ (۲/۴۹ گرم در لیتر) ثبت شد. در تحقیق حاضر از روش همزدن با 
هوادهی ملایم و محیط کشت زاروک استفاده گردید و میزان تولید توده 
اسپیرولینا کمتر از پژوهش شیخی نزاد و همکاران ( 24زعصتطآرعطه 


3- ۲ 


م( نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


5 ,.21 اع) بود. علت این مورد» عدم کنترل مناسب هوای تزریق‌شده 
به محیط کشت می‌باشد. اما در تحقیق مذکور ( ۶ 6[20ن56(1 
5 ,.0) میزان هوای ورودی به صورت کنترل‌شده و با فلوی ۲۷۲۵ 
۲ و در روش هم‌زدن بصورت چرخشی, میزان دور همزن نیز ۱۵۰ 
دور در دقیقه بوده است. و همکاران (2016 .۵ ۶ 1ع1:02) گزارش 
کردند که بیشترین توده اسپیرولینا در دوره کشت ۱۴روزه و 0۳1-4 
معادل ۶۶ میلی گرم وزن توده در ۵۰ میلی‌لیتر از محیط کشت است که 
مشابه نتایج تحقیق حاضر می‌باشد. علاوه بر املاح معدنی» پارامترهای 
دیگر نظیر نور و طول دوره روشنایی و تاریکی, دماء زمان و تغییرات 
7 از فاکتورهای اصلی جهت بهینه‌سازی شرایط رشد و تکثیر 
اسپیرولینا می‌باشند. دما و 0۳7 مناسب جهت رشد اسپیرولینا به‌ترتیب 
۲۰-۲ درجه سانتی‌گراد و ٩-۱۰‏ هستند که در اکثر تحقیقات از شرایط 
مذکور استفاده می‌شود ( ,.ه ۶ تقصتنک :2013 واه ۶ 1005 
4 , .۸1 61 51221۳12 :2013). با تغییر در پارامترهای کلیدی و ایجاد 
استرس, می‌توان میزان تولید برخی از متابولیت‌ها از جمله رنگدانه‌ها را 
افزایش داد. به‌عنوان مثال در تحقیقات مختلف گزارش شد که با افزايش 
درصد نمک سدیم در محیط کشت. اضافه‌نمودن اوره به‌عنوان منبع 
ازت و کاهش نسبی 011 به ۸۸/۵ می‌توان میزان تولید رنگدانه 
فیکوسپانین را افزایش داد ( ,.۵1 6 تقصت؟ :2013 ,.۵1 ۵1 1005 
3 نتایج تحقیق فرجی و همکاران (2012 ,01 ۰۶ نز۳:۵) نشان 
داد که افزایش نور, روش فدیج کالچر و سوبسترای گلوکز دارای تاثیرات 
مثبت بر تولید رنگدانه هستند اما با این وجود. افزايش دما میزان تولید 
فیکوسیانین را کاهش می‌دهد. در پژوهش حاضر شرایط متفاوت بود؛ 
بطوری که دوره نوری (۱۲ ساعت روشنایی و ۱۲ ساعت تاریکی) و روش 
کشت نیز به صورت بسته یا يچ کالچر تعریف شد. در روش فدیچکالچر 
به دلیل تزریق مواد مغذی با روند افزایشی در بازه‌های زمانی مختلف» 
رشد و تکثیر جلبک مطلوب‌تر صورت می‌گیرد و در نتیجه میزان توده 
بیشتری تولید می‌شود. دمای مورد استفاده در پژوهش فرجی و همکاران 
 ۸1., 2012(‏ ۳۵:۵[1) جهت کشت ۲۹ تا ۳۱ درجه سانتی‌گراد (دمای 
بهینه رشد اسپیرولینا) بود اما با افزايش دماء روند رشد کاهش یافت که 
دلیل آن نیز اختلال در متابولیسم سلولی است. در پژوهش جوشی و 
همکاران (2014 ,۵1 ۶» فطع10» کشت آزمایشگاهی اسپیرولینا در 
حضور سوبستراهای مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت. محیطهای کشت 
تهیه‌شده در قالب تیمارهای مختلف حاوی آب پنیر ادرار گاو» آب باران 
و آب‌شهری تعریف شدند و میزان کلروفیل و پروتئین در توده تولیدشده 
محاسبه گردید. نتایج نشان داد که با طولانی‌شدن زمان پرورش جلبک 


(۱۵ روز» فاکتورهای فوق روند صعودی دارند. نتایج تحقیق حاضر نیز 
نشان داد که به دنبال استفاده از منابع ارزان در فرمولاسیون محیط پایه 
زاروک» جهت تامین ازت و سایر پارامترهاه می‌توان به توده بیشتری از 
جلبک دست یافت. با تغییر در فرمولاسیون محیط کشت می‌توان زمان 
شکوفایی جلبک را کاهش داد و در زمان کوتاه‌تر به توده بیشتر رسید. 
در پژوهش حاضره اسپیرولینا در طول ۱۶ روز به بالاترین میزان رشد 
رسید که مشابه نتایج جوشی و همکاران (2014 .۵1 ۰ ن109) می 
باشد. به هنگام کشت اسپیرولینا در محیطهای کشت معمولی و زاروک 
بدون تغییر زمان رسیدن جلبک به بالاترین میزان رشد. معمولا ۲۵ روز 
طول می کشد. در برخی از محیط کشت‌ها مثل کانوی مدیوم. این زمان 
به ۲۰ روز هم می‌رسد (2012 ,.۵1 ۵۶ [0026). سرویا و مهتا 
(2016 م,حنطع۱ 0صه درئه5277) در تحقیق خود به ارزیابی رشد 
5 رزاروک +۳08 و 31018011 رآ۷۲۲۸۵پرداختند و تاثیر 
دماء 011 نور و هم‌زدن در طول دوره ۲۰ روزه را مورد بررسی قرار دادند. 
نتایج نشان داد که دامنه توده تولیدشده بین ۰/۴۰-۱/۲۵ گرم وزن 
خشک در لیتر متغیر است. نتایج توده تولیدشده مشابه پژوهش حاضر 
می‌باشد؛ با این تفاوت که دوره کشت جلبک در تحقیق پیش رو ۱۶ روز 
بود. در مقایسه محیطهای کشت مورد استفاده. محیط ,]۷۲1۸ 
(2016 ,عاطع۱۲ 4جه دررنه927۷) نشان داد؛ هر چند که فاکتورهای 
مورد بررسی بر روند رشد اسپیرولینا تاثیرگذار هستند اما دو پارامتر هم 
زدن و نور از فاکتورهای کلیدی جهت دستیابی به بالاترین توده و 
بیوسنتز پروتئین می‌باشند. 


استخراج 

تایح غلظت و خلوص فیکوسیانین استخراج‌شده با روش‌های 
اولتراسوند» انجماد-انجمادزدایی» آنزیمی و حلال معدنی در جدول ۳ 
ارائه شده است. نتایج حاکی از اف است که استخراج آنزیمی و اولتراسوند 
(2<۰/۰۵) بیشترین راندمان را جهت استخراج فیکوسیانین دارند 
(0>۰/۰۵). ضمن اينکه روش‌های انجماد-انجمادزدایی و حلال معدنی 
(اسید کلریدریک) به‌ترتیب در مراتب بعدی قرار گرفتند (0>۰/۰۵). 
مطابق جدول ۳. خلوص ولیه فیکوسیانین (قبل از تیمار با سولفات 
(0<۰/۰۵). 


صفری و ریحانی پول. کشت سلولی میکروجلبک اسپیرولینا... ‏ ۶۵۷ 


جدول ۳- مقایسه غلظت و خلوص فیکوسیانین در روش‌های مختلف استخراج 
۵ 10۱) ۲۵0 )0۱116۲۵۵ صا جاتساصر فده ممتاه موی نموم دام ۵۶ مودصم -3 ما20 1 


(۸2۵/۸۵۵۵) زاتنت۳ 


(لصعصه) صمت)حاجهعصی صنصوومی ودا۳ 


۲۲۵۰۵1۵0۵ ۵۵۵06 


خلوص غلظت فیکوسیانین روش‌های استخراج 
06۵ ۱۷۳۵۵۱ ۳۳۶ 

08252-048 1۱-91510623 / ِ ك‌ 0 ِ 
نزیمی (لیزوزیم) 
0صامعوط 1 

۳ ۱۳۹/۵ 0)0* 

۲ 1 عصتاد۳۲۲۵۵2۵6-0610 

00.2 1۱-31-03 انجماد-انجمادزدایی 

۲۱۷0۲00010116 0 ِ ۲ 

08203-002 1-1-1-5 هیدرو کلریک‌اسید 


حروف متفاوت در هر ستون نشان‌دهنده وجود اختلاف معنی‌دار بین داده‌ها است (0۰/۰۵)؛ برای هر تیمار ۵ تکرار انجام شد. 


۵ 10۵1162010 5 رتمهم طممه 0۲ ز(60.05) 0242 مطا م۵۱۳۵ دعمممتعن صمم‌تکتصونو معهت4صا متام مهم ط فتمتام[ کممرم زر[ 


یافته‌های این بخش حاکی از کارآیی بالاتر روش‌های آنزیمی و 
اولتراسوند نسبت به دو روش دیگر در استخراج فیکوسیانین از 
میکروجلبک اسپیرولیّا پلاتتسیس می‌باشد. به نظر می‌رسد که استفاده 
از حلال معدنی, ساختار مولکولی پروتئین فیکوسیانین را تحت تاثیر قرار 
می‌دهد و روش مناسبی برای استخراج این پروتئین نیست. این روش 
بیشتر برای استخراج ترکیبات فنلی و پلی‌ساکاریدها از گیاهان و 
میکروجلبک‌ها کاربرد دارد ( ,.۵1 ۶ 1006 :2013 .اه 61 تقصنی؟ 
3 در روش‌های آنزیمی» انجماد-انجمادزدایی و اولتراسوند در 
حقیقت از تیمارهای بیوشیمیایی و فیزیکی جهت تخریب دیواره سلولی 
اسپیرولینا استفاده می‌شود. در نتیجه انتظار بر این است که راندمان 
فیکوسیانین استخراج‌شده نیز نسبتا بیشتر باشد. بنابراین کارایی 
استخراج» خلوص و غلظت فیکوسیانین به روند تخریب پوشش سلولی 
بستگی دارد. در این تحقیق از آنزیم لیزوزيم استفاده شد و از آنجا که 
این آنزیم دارای فعالیت گلیکوزیدازی است پیوند گلیکوزیدی ۴-۱ بین 
ان استیل‌مورامیک‌اسید۱ و ان‌استیلگلوکزآمین" پپتیدوگلیکان دیواره 
سلولی جلبک را تحت تاثیر قرار می‌دهد و منجر به آزادسازی متابولیت 
های مضلف از جمله فیگوسياتیخ ی کرد قنایان ذکر اس که جا یکت 
های سبز-آبی یا سیانوفیت‌ها به دلیل وجود پپتیدوگلیکان در دیواره 
سلولی» به باکتری‌ها شباهت دارند. علاوه بر این در روش آنزیمی 
۸ و بافر فسفات با کلاته‌کردن یون منیزیم و تخریب غشای 
سیتوپلاسمی» باعث آزادشدن فیکوسیانین می‌گردند. در روش 
اولتراسوند» بدنبال استفاده از امواج اولتراسونیک» سلول‌های جلبک 
متلاشی و متابولیت‌های مختلف آزاد می‌شوند. هر دو روش آنزیمی و 
ابا یه تش‌های ادافم ال ستت بای غیاسقاین 


0 م1۳۲۵ زا۵ع۸- -1 
ممتصصحومعناآع] ۱-۸6۵۱ -2 


0100۰ 


عمل می‌کنند و در نتیجه در عصاره بدست‌آمده علاوه بر فیکوسیانین, 
رنکدانه‌های دیگر مثل آلوفیکوسیانینء فیکواریترین"/ زاگزانين, 
آستا گزانتین» لوتئین و کلروفیل نیز وجود دارند ( .61 ۶ ۷0۲265 
6 ,۸ 6 ۷۷۷ :2011). مطالعات مختلفی در خصوص استخراج 
رنگدانه‌های جلبکی خصوصا فیکوسیانین و بهره‌گیری از روش‌های 
مختلف اولتراسوند. ترکیبی از اولتراسوند و غوطه‌وری در حلال آلی, 
اولتراهموژنیزاسیون. انجماد-انجمادزدایی. سیال فوق بحرانی, 
مایکروویو» حلال‌های آلی و معدنی انجام شده است ( ,.61 6 160015 
6 ,01 61 ۷۷۷ :2014 ۵.۱ 6 1۷29212171 2013). در پژوهش 
مورائس و همکاران (2011 ,.4 6۶ 4۷۲0۲۵65 از شش روش استخراج 
شامل روش‌های شیمیایی (اسیدهای آلی و معدنی فیزیکی (انجماد- 
انجمادزدایی. فراصوت و هموژنیزاسیون) و آنزیمی (لیزوزیم) جهت 
استخراج فیکوسیانین استفاده شد. نتایج نشان داد که روش اولتراسوند 
دارای کارآیی بالاتری نسبت به سایر تکنیک‌ها است و بعد از آن به 
ترتیب روش انجماد-انحمادزدایی قرار دارد. این یافته مطابق با نتایج 
تحقیق حاضر می‌باشد. احتمالا میکروجلبک اسپیرولینا تحت تاثیر امواج 
اولترسوند قرار گرفته و با بهینه‌سازی پارامترهای استخراج نظیر 
فرکانس, آمپلیتود. زمان و تعداد سیکل, می‌توان به بالاترین راندمان 
استخراج دست یافت. دی جسوس و همکاران ( .1 6 کناع؟ 1 
6 در مطالعه مروری خود به روش‌های استخراج فیکوسیانین از 
میکروجلبک‌های مختلف اشاره و گزارش کردند که روش‌هایی نظیر 
تیمار حرارتی» هموژنیزاسیون, انجماد-انجمادزدایی» نیتروژن مایع و 
شوک اسمزی از طریق تخریب سلولی میکروجلبک منجر به رهاسازی 
متابولیت‌های مختلف از جمله فیکوسیانین می‌شوند. مطالعه مروری 
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۶۵2۸ نشربه پژوهشهای علوم و صنایع غذابی ایران» حلد ۱٩‏ شماره ۵. آذر-دی ۱۴۰۲ 


مذکور نشان داد که روش‌های مورد استفاده ممکن است بصورت منفرد 
و یا ترکیبی و همراه با روش‌هایی نظیر آنزیمی مورد استفاده قرار گرفته 
که در برخی از موارده استفاده از روش‌های ترکیبی اثر افزایشی و یا 
سینرژیستی بر هم دارند و راندمان استخراج فیکوسیانین را افزایش می 
دهند. در پژوهش حاضر استخراج فیکوسیانین بدون بهره‌گیری از تیمار 
اولیه صورت گرفت و از روش‌های ترکیبی استفاده نگردید. نتیجه‌گیری 
که دی جسوس و همکاران (2016 ,.۵1 6 5ناع؟ 16) از مطالعه خود 
بیان داشتند آن بود که هر چند اتخاذد روش‌های مناسب استخراج» بر 
راندمان فیکوسیانین تاثیرگذار می‌باشد اما تازگی توده و گونه مورد نظر 
از فاکتورهای اصلی هستند که غلظت نهایی فیکوسیانین را تعیین می- 
کنند. وو و همکاران (2016 .01 61 ۳۷۰( در تحقیق خود از روش تلفیقی 
انجماد-انجمادزدایی بمدت ۱ ساعت در ۲۰- درجه سانتی‌گراد و متعاقب 
آن اولتراسوند در ۶ میکرون آمپلی‌تود به مدت ۳ دقیقه استفاده کردند. 
در پژوهش مذکور, نمونه‌ها پس از سانتریفوژ در دور ۱۰۰۰۰ بمدت 
۰ دقیقه و جداسازی مایع رویی» از نظر غلظت فیکوسیانین مورد 
بررسی قرار گرفتند. نتایج نشان داد که غلظت فیکوسیانین در دو 
میلی‌گرم بر میل‌لیتر بود که در مقایسه با نتایج تحقیق حاضر که از 
منبع نور سفید نیز استفاده شد» کمتر می‌باشد (۱/۱۲۱-۱/۸۱۵ میلی گرم 
فرمولاسیون متفاوت محیطهای کشت است که در پژوهش حاضر از 
محیط کشت ۳/2 مدیوم (یا محیط تغییريافته گیلارد) استفاده گردید. 
سیواسنکاری و همکاران (2014 ,.۵1 2 نتفصهه۷2:٩)‏ از روش‌های 
مختلف انجماد-انجمادزدایی. حلال آلی و معدنی» اولتراسوند. 
هموژنیزاسیون و بافر فسفات سدیم جهت استخراج فیکوسیانین استفاده 
کردند. نتایج حاکی از کارایی بالای تکنیک انحماد-انجمادزدایی در 
جداسازی فیکوسیانین بود. همچنین کمترین غلظت فیکوسیانین در دو 
روش حلال معدنی و اولتراسوند ثبت شد. در پژوهش مذکور تأثیر 
۴ و ۴۸ ساعت دارای اختلاف معنی‌دار است اما این روند در ۷۲ ساعت 
فاقد اختلاف معنی‌دار می‌باشد. نتایج غلظت فیکوسیانین در روش‌های 
مورد استفاده توسط سیواسنکاری و همکاران ( .۵1 6 ٩1۷26201271‏ 
4) بجز روش اولتراسوند. مشابه روش‌های انتخاب‌شده در تحقیق 
حاضر است و اختلاف در غلظت فیکوسیانین در روش اولتراسوند احتمالا 
بدلیل نوع فرکانس انتخاب‌شده» زمان مورد نظر و تعداد سیکل در دوره 
زمانی مشخص می‌باشد. در پژوهش هدیانتو و سوتریس نورهادی 
(2016 ,عطعمصعتطانی همه ماصه/زت۳12) از روش تلفیقی حلال و 


نشان داد که بیشترین راندمان استخراج رنگدانه مربوط به دمای ۵۲/۵ 
درجه سانتی‌گراده زمان ۴۲ دقیقه و فرکانس ۴۲ کیلو هرتز است 
راندمان استخراج ۱۱/۱۳ درصد ثبت شد. در تحقیق حاضر اولتراسوند 
بصورت منفرد مورد استفاده قرار گرفت و فرکانس و زمان مورد استفاده 
به‌ترتیب ۲۰ کیلو هرتز و ۱۰ دقیقه و غلظت فیکوسیانین نیز ۱/۷۸۶ 
ملی گرم در میلی لتر گزارشن ۶زوین 


خالص‌سازی فیکوسیانین استخراج‌شده با استفاده از 
سولفات آمونیوم 

جدول ۴ نتایج خلوص و غلظت فیکوسیانین را پس انجام فراین 
خالص‌سازی با استفاده از سولفات آمونیوم ۴۰ درصد نشان می‌دهد. از 
فیکوسیانین با ماده مذکور, خلوص و غلظت فیکوسیانین استخراج‌شده 
با هر روش نیز افزايش یافته است. همانطور که در جدول ۴ مشاهده 
می‌شود» اگرچه که پس از انجام فرایند تخلیص, خلوص رنگدانه در 
روش‌های مختلف استخراج فاقد اختلاف معنی‌دار (با وجود ارتقا نسبت 
به قبل از فرایند تخلیص) است (0<۰/۰۵) اما ین غلظت فیکوسیانین 
در برخی از تیمارها اختلاف معنی‌دار وجود دارد (۳>۰/۰۵). به این 
صورت که حداکثر غلظت مربوط به فیکوسیانین مستخرج با روش‌های 
نزیمی (لیزوزیم) و ولترسوند (۰/۰۵<) است. ضمن اینکه این غلظت 
در روش انحماد-انجمادزدایی به صورت معنی‌داری بیشتر از روش 
حللال معدنی (اسید کلریدریک) می‌باشد (0>۰/۰۵ 

نتایج این بخش نشان داد که با اعمال تیمارهای مختلف می‌توان 
درصد خلوص فیکوسیانین را افزایش داد که این موضوع به کاربرد 
آزمایشگاهی) بستگی دارد. تحقیقات مختلف نشان داد که استفاده از 
روش‌های ترکیبی نظیر سولفات آمونیوم. دیالیز و کروماتوگرافی تعویض 
یونی می‌تواند درصد خلوص فیکوسیانین را بطور معنی‌داری افزایش 
دهد [ 1 ۷۵ :2015 ,۳۲۵0 290 16۳۱۵۷ :2011 .۵ 6۶ ۷۲۵۲۵۵5( 
(2012 ,.۵1 ۶۶ تصطی!۱۷]۵۱۳۵12) نشان داد که به هنگامی که نسبت 
0 از ۴ بیشتر باشد. فیکوسیانین استخراج‌شده دارای درجه 
جهت مصارف غذایی و آزایشتی قابل استفاده می‌باشد. با توجه به این 
مطلب» خلوص فیکوسیانین استخراج‌شده در تحقیق حاضر قابلیت 


صفری و ریحانی پول. کشت سلولی میکروجلبک اسپیرولینا.. ۶۵۹ 


جدول ع- غلظت و میزان خلوص فیکوسیانین در تیمارهای خالص‌سازی‌شده با سولفات آمونیوم 
۵ نزمه منوت ف)صم)ه 60ص ما مدوم دصر که رام ۵ 0626۵ مضه ماه اصمجص0۵ -4 ما20 1 


(ا/فصه) صمتاه مج م۳۲ ۱ (مفیظ/مدیش) زاس۳ 


۲۲۵۵۵۵ 6۵۵06 


غلظت فیکوسیانین خلوص روش‌های استخراج 
0 10 ۳ 
بر 5۳۸۴۰۱۳۱ ۱۳۹۳ ٍِِِِ ِ ِِ 
آنزیمی (لیزوزیم) 
موه[ 

۴ ۱۳۹۳۱۳۰۱ ۳ 
8 ۰ عصتاد۲۲۵۵2۵6-0610 
2-2 1-3 ۱ 
۳ ۲ 40 ۲۱۲0۳00۳010110 

3-08 1-4 کرک اند 


حروف متفاوت در هر ستون نشان‌دهنده وجود اختلاف معنی‌دار بین داده‌ها است (۰/۰۵>)؛ برای هر تیماره ۵ تکرار انجام شد. 
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دی جسوس و همکاران (2016 ,.۵1 ۶ کتاوع؟ ع1) در پژوهش 
خود به روش‌های مختلف خالص‌سازی فیکوسیانین از جمله 
کروماتوگرافی تعویض‌یونی» اولتراسانتریفوژ الکتروفورز» ژل فیلتراسیون 
کروماتوگرافی»اولتافیلتراسیون» کیتوزان, زغال فعال» سولفات آمونیوم؛ 
یونیزاسیون شعله‌ای و تلفیقی از روش‌های مذکور از میکروجلبک‌هایی 
درصد خلوص فیکوسیانین را بطور قابل ملاحظه‌ای افزایش می‌دهد. 
همچنین استفاده از سولفات آمونیوم به تنهایی قادر به افزایش خلوص 
فیکوسیانین نیست و در حقیقت» خالص‌سازی بطور نسبی انجام می 
گیرد. وو و همکاران (2017 ,.» ۵ ۷۷) در تحقیق خود از سولفات 
آمونیوم ۸۲۰ جهت خالص‌سازی اولیه فیکوسیانین و سپس از اشکال 
مختلف کروماتوگرافی مفل کروماتوگرافی تعویض‌یونی» کروماتوگرافی 
ستونی هیدروکسیآپاتیت و کروماتوگرافی هیدروفوبیک به‌منظور 
خلوص بالاتر رنگدانه استفاده کردند. نتایج پژوهش آن‌ها نشان داد که 
بدنبال استفاده از روش‌های کروماتوگرافی, غلظت و درصد خلوصس 
فیکوسیانین افزايش معنی‌دار پیدا می‌کند. بنابر یافته‌های تحقیقات 
مذکور با اتخاذ روش‌های مناسب جهت خالص‌سازی فیکوسیانین» می 
توان به خلوص بالاتری از آن جهت استفاده در علوم پزشکی نظیر 
نشان‌دار کردن آنتی‌ژن یا آنتی‌بادی (بعنوان ماده فلورسنت) دست یافت. 


نتبجه گیری 


1- 2 
2- 0۵ 
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براساس نتایج تحقیق حاضر تکنیک اولتراسوند و روش آنزیمی 
(لیزوزیم) به منظور استخراج رنگدانه فیکوسیانین از میکروجلیک 
اسپیرولیا پلاتسیس کاراتی مطلوب‌تری نسبت به روش‌های انجماد- 
انجمادزدایی و حلال معدنی (اسیدکلریدریک) دارند. همچنین تکنیک 
انجماد-انجمادزدایی در اين زمینه کاراتر از روش حلال معدنی است. 
مطابق یافته‌ه؛ خالص‌سازی رنگدانه مستخرج با استفاده از سولفات 
آمونیوم ۴۰ درصد» موجب افزايش غلظت و خلوص فیکوسیانین در هر 
روش می‌گردد. نتایج پژوهش حاضر نشان داد که با انتخاب روش بهینه 
و همچنین اعمال فرایند خالص‌سازی با استفاده از سولفات آمونیوم. 
می‌توان راندمان استخراج فیکوسیانین از میکروجلبک اسپیرولینا 
پلاتسیس را افزايش داد. 


سپاسگزاری 

محققین تحقیق حاضر بر خود لازم می‌دانند از دانشگاه علوم 
کشاورزی و منابع طبیعی ساری و همچنین پژوهشکده اکولوژی دربای 
خزر جهت حمایت مالی و در اختبار نهادن تجهیزات تخصصی تقدیر و 
تشکر به عمل آورند. 
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دنه 107]-عنمجمتاومی صرح طمهه-0ع۲ «اتوصمل-اامع من منطام۲۱۵۱۵۲۵۵۲۵ ,(2007) ۱.۲۰ بصهی۲1 عک ۵.8 امطه027 
69-۰ ,(72)1 ,جو۱01661:110108ظ ۵0 ۱2۱۵۲۵۱۵10 ۸۵/۱۵0 .صنصح هدام ۵۶ صمتامنله0۳۵ هه رای 60۵82 01 
۱۸۵۹://001۰0۲8/10.1007/500253-007-1150-2 
۶ طمام۵0 0عماولوعه 1۱010 متامعام 0عوان۳ ,(2013) ۷۷۰ ,۳۲۵۷ عک ویک ,90۳2۵89196۲ رن بطاه‌طافتات ین م۲982 ,۸ باعتلاه060 
4 16/3 1۵5://001.0۲8/10.10 .401-408 ,204 مولع ۵6۵۲ ۸۱۵۵۱ .916۲0۵18226 مق معاماهاله۷ تقابااآم»012ظ1 
۲۷۷-0 ۵۱۱۱۵1۵۰ ۳۵۱۱۱۵۵ 9۵26۲0۵182 6 مط0 متمامتن ]0 ۱2۵0 2013(۰) 5,۰ ,ل۲۱02)۵۲۵1 عک ربظ.ظ ,۲۱۵۲۱۵0۷ 
08://001.0182/10.1016/(.1772012..3] .375-382 و(1) 51 ردعه16617101 070 96۱6۱۱6۵ 


(هنا) 1020100 0ماولوجه صاموحتاها ۵ ممتاجمتصتاوه ممعقساه مقممووم۴ 2016(۰) .و رتلفطعمصوتتاناه عک رب رماصهن۳]2 .. 


221-24 ,۵۳۱6۲۵ 6۳00 ۳۵۵0 ۵ اه ال دع۱۳۵ .یهار ری مهعلههمن حصم صنصدهمه دام ۵0۴ 
۲05://:,01.0۲2/10.9755/60[12.2015-05-3 


1 )مهن ماه مره 02014 ما۱ رمتمما ۱۵0۵ عک .۷ ,ناما بل ملعلفصطو . 


۳))۴05://001.0۲8/10.1007/813213-013-0763-1 .1223-1230 ,(64)3 ,جوماهاط9ا۸/۱۵۵ ۵ واه تامهم مصه ره 


01 مها م۵02۵ صرح ۵ ۸ نا مصه فمتمامنم ۵1 ممتامماه وناممصهااتو 2008(۰) ٩.‏ رمم‌صمتیاما۲ ی رل رتاو . 


55-10۰ . ,(20)1 ,جوما۵ع۱ظ .۰ ۸6 . 0 ...هل (مارطامم0مطی) ... ماعصامم .. مهصاعظ ره ...له ...هه 
۱0۹://001.0۲8/10.1007/:10811-007-91809 


عصتاهعه وعمامع :نج مصتاناتمو/212۵ ۵۶ ومقاومی ممتون<۳۲ ,(2014) ۲.۵۰ رتعومصع ۲‏ ر.طظ۷ مقتعظ ]9.۸ بتطلدهل . 


-655 ,(38)2 ۲۵۹6۳۷۵۵0 00 ۲۵6۵95۱۵ ۲۵۵0 ۵۴ هم .انلمتان 0۲قصعو صرح وعلا8لهامهتقطه امنالميم 080هوه)رم 
15 005://001.072/10 .664 

رم منصه 6-۳۵0 ۵۴ ومتاهم0۶0 امه «متاصه مه ممتاه۲12ه)مه قطن بممت۳۱۵۱۲1/162 2015(۰) 1۱۰1۷۲۰ پیاطا۶۵ظ ی ,بهنه راه6۲1[ 
0 ۵0 «وما۱0166010۳0ظ ۵۱ ٩8۵۳۱۵۵/۱۵,‏ ۵0 یولع ۱۱۱۵۵0۱۱۵ 0 0۱01 5۱۲۱۵۱۵ 
7-۰ ,(2)1 ,۳۲00615 

ند ه۵ 0۵ ۵۶ ممتاه‌تسن مه ممتام۲ 2013(۰) .نایک رمع‌صتطو عک ر.ظیک بقلل۲202 .طظط رتقللهت رطو معاماصفک 
عیقصجل هلان ۵۶ ممتامهع۳م مه صمتامانامهممتاصه امه تمتاصه فاد عصتاهطديه مه ماه مرگ بل ص۴۳۵ 
6 ۳ ۵۱ ,۳۸۲0۵۹://0:۲ .۰ 149-153 ب(ر3)8 ,0206 ۴۱۵۱۱۵۵۵۵6۵ ۴۱20 ۵۴ 0۱۵۱۵ 2011۷1۲۰ 
مج صمتامنالمتج ظا فاصممصم‌مامنهل اصععم ‏ ,(2013) بظ رتطا2هاه ع وت مفقط۵ظ1 ویظ مطفصلی با مفتتل0 نز 
1-۰ ,۲16۱۵00۵ ریت ۱2 ۵ رنه 00 راون 0 فصم2001162 اهعه10مصطمع)م1ه 
9 ۵( 

۵۵ 20064و6 10۲ ومتاهمتصاون ۳۴۵۲۵۵۵1 2013(۰) ۲۱۱۰۷۷۰ رتقتانا ی ریق باه ۷۷ .و بتاتاهظ .لا رتناک روتنک 
-۱۵۹://01.0۲8۵/10.1007/840502-013)ظ .308-312  6)3(,‏ معا ۱۵ 0 سول ۲۳۱۵۱ .حصنایستم5 صا تمعن ۵0۶ 
0045-58 

و ۵0۵ )0 ۵۲ ممتاهتسام 0ص جمتا۲۳۵۵ (2014) .5 بهئلع ۷۷ ع .لا رتناک ریگ متا0اجط .1.۷۷ رتقدانا ریا وتقییز 
184-۰ . ,(19)02 ,دوماهاعوظ ...ها .0 .9۵۵ .۰ ۱۱۵0۲۵ (540ن/)) .. واعهامام ...مک ۴۳۵۲ 
7/۹40502-014-0094-7 10۰100 /۲05://01۰0۲2 

اصمصطوام مناله۷ حون ,(2010) .9 پتاانارفانط) تک ی ویق.ظ مصفمممدانا و ۱۲.۲۷ رتفصصیط نصا ۷ رک رصه‌ممه0 ۳ و۰[ یقحطمع] 
-9221 ,(23) 101 ,«وم16617101 ۱07۵50۱6۵ 562۷۵1۵۲ طا 0عتنآناه فتقصماهان رم مک) دجد0تطاعه حم فمتامت06 2۳0۵ 
0 (1۱05://001.0۲2/10-6/0602ظ . 9227 


14 


15۰. 


16۰ 


17 


18۰ 


19۰ 


صفری و ربحانی پول. کشت سلولی میکروجلبک اسپیرولینا ... 


۵ ۵161۱5۱۶ 5۱۳۱۵/۱۱۵ صم مامتان مله۵۳۷۵۵0۵0-) 2011(۰) 9.۲۰ ملک عک ر.ظ. به۵1۲ ۵۲۷ رما بقله9 بن).) ,۷۲۵۲268 
-05://0::001.0۲2/10.1590/50104ظ ...4-49 ر26 ۵و8 م۵6 ...0 ...ال ...۳۵2۵0 .وومعهمه 
06 02( 

مص مصممتاه‌تسم لفتاتهم رجمتامهت:ظ .(2012) .0 راهم ی ری رقطلتاه بیظ 927207 و متصطی‌لهانطن۷ 
قبط فمتیه۱ )فصتقوه ۵0 ماه طوعظ حصم 0ماقامع1 مصلتمگ صم مدمه وهای ۵ انامه لقلنمامههاتاهه 
7-۰ ,(3)3 ,0۱2۵10 کعهه(۱0ظ امعلطظ ۴ه ۵و .کصعع22/00 

۵ ۷۱۵۵0۵۵08 ۸۵/۱2 .6۲021226 ۵۶ «ع0امصطامع)مزه من قامنهعج قاطامتاله ۷ .(2004) ۷۷۰ ,0۲095 عک وم و2لاظ 
-۸۱۵5://01,01۲8/10۰1007/500253-004-1647 :635-648 ب(6)د6 ربچوها6170ع8۱01 

ون ۵۶ منمهه۵۵۷۵۵-) صتقاطاه 6۵ ۱۷۲۵0۵0 2006(۰) .19.۷9 رمفته7 عم عک ر.قی 1106۷ .9 مفحقطامط رت بللاه۳ 
3 16/[۰010۴982,2006.0 10۰10 /۳1۵5://001:0۲8 76-81۰ (۸2)1-2 2 7ب 0۱۵۵40 0 ول .نان 

۵ ۲۱0 تمد هرهم ۵۶ و0مطامصه ممتامهتان )0111676 ۵1 ۲۲۸162۵۷ ,(2013) ۸.۲۰ رصهتلهص۱1 ۵ عک ر.ظ رصهتق ۲۵021 
15-۰ ,(1) [ ,9661665 ع ۵ ه۵ ۵ ۱ ۵636۵۲ ول ۱۱۱۵۱۵0۵۵ 1611915۰ ار 

6 ۳۱1۹60 .(2015) .۳ ,۷۵۲۵0۵1۵۷ عک ,رل ب00۷1ا10 .9 بتاهع0ا! رما بلقط)۷]2۲ ,رل متصطلات .ل.۲ ب9اتظ ,.) ,۳21121607۷ 
۷ م3) وملمتا ٩0۵.‏ ونعرن ۸۷۵۱۱۵۵۵0 موواهمهنهه مجم دوجوم ماممله۷ با اقصمتت بط ۵ ممتامعهتان 60)وتووه 11610 
9-۰ و27 ,166010۳10108 ۱۵۲۵8 ۵ 56621۱66 ۳۵۵ ۱۱۸۵۷۵۷۵ ۱۷۵۱۵۲۰ هد فاصعتاهو متصحوعه ۵۶ معت ۳ 
2 1016/1 .2/10 ۱)005://001.0۲ 

مصلیسیی صا فلتممممتقه مه مه لاطاممماطه ۵۶ ممتاجعتاه1۳۷6 .(2012) .۲ باع۵20 عک وی بتلتامتاطفها! ری متصعهم۵ 
1-۰ ,(5)14 ,«وه5۱۵1 ۵۴۱۲۵۲۱۱۸۱۵ 7۱۵ص .۳۸۱۵۲0۵1226 

حصم امطصمم ۵۶ تاو قط لمامهمع۲ ۵۶ رنه طتلاطانومع۳ 2001(۰) ۳۱۰۷۰ رعصه ۷۷ عک ر.ظ.ظ مطهططنمک ره کلام 
924-۰ ,(7)5 ۲ ,۴۳۵08۲656 «۶۱01661071:0]08 :0۵01100 متصمفه نا موه 0201۵۵126 صمصهر ماصاه1 «لدععمامزه 
متام ۵ صمتاح2تصصتامن۵ 2007(۰) .ل.9 رتاک .۵۰۷ باتماتتاظ .1.۵.۷ ماو ,1.۱۳.1۷ باتفاتناظ .9.۳ ,511۷611۵ 
,1629-4 ,(98)8 ,روها16600 ۱07650۱06۵ صعلوع0 . لهتد۵اع2؟ . مصلعا.. عاعاعاهام .مکحم ممتامهاره 
۱105://001.0۲8/10.1016/[.01011600:2006.05.050 

۵۵4 ۱۷1۱8 0۲ ۲0۶91011101۷ 2013(۰) یک بل۲۵۲0۷/5 ک وب م2102 ویک ,۳09۲2۷1 ریق ب92002217206 وی رکه)تطم1ه 
۲ 0 09۱۱۵ ۱۳۵۲۵۵۵ .عماوهه لهممنانله صحتصج که ممتامنمن افتتافط ص م۵ وادوعه ۵ 5/2۶۲۰۱۸/۲۷۵ 
63-۰ ,704 ,661101082 1 ۲۵0۵۵ > 96۱611665 

0 0۴ ۵۳۲ 200 اتصللدد رتصماومه ممماعقه 01 ۲]6۵۲ 2014(۰) ۱.۲۱۱۰ رهزناوه عک .۷۲ بتلظ مب رتقتطناک ریت مفتق 
۵ 07 ۷۱۵۵9۱۵ .صمتلهانصنهعه ‏ متطا نوم هی مه صنصهنهمه هام ماه رمتصورهمع دام . ت10 کزوعها 
1948-2-4 /۳۲۵5://:,001.0۲8/10.4172 .202-2006 ,(6)4 ,چوه]661:710 1 

ماما هداج عم و0مطامصه همتامهتانه مهن که مموتنهم‌همن 20۱4(۰) .1۱ رصهتل 2۷ کی ریگ رلتق01ه1۷29 
-904 (3)8 رعع6۱26ع 20اه 0 ما0 ۱۷/۱۵۲ ۳۵۱۸۱۸ 0۴ ول ۱۱۵۱۱00 .ککع0 5۱۲۱۵/۱۱۵ 1۳0 ۷1۵۱0 220 
.909 

من اه صمتامنال ۳۵ج مارگ ملعهامد‌طمصده عصلوهه هص1 ,(2015) .تصوهمهم۷]۱ عک ره رتم120 ریق ,24مصنط! رم 
۴/۵۲۱۶ ۵۵601۱۱۲۰ این ۵۶ ممتالدمم‌صمع لهمتصصعه مه ممتتمه ده ممتامميم مصتتمی متعامدهمصهنه 2۳20 
,333-44 و(26)2 ,010۳۱۵ 

اجعتصعط همه هدام اصمعن0 ععلهصنا وتعهلهام ۵امک که جمتاقحتاوه وومحماظ 2016(۰) .ل بقطاه]۷ عک رن 527۷2172 
14-4۰ ,(4)2 ,زوه ۱016610710 ۵۴۵6۵۱۱۴ ال ۱۱۸۵۱۱۵01۵ .اصعحصطم1 هم 

0 000021 ۵ صمتاقاناومهعصممصع ۱ 2022(۰) ۳۲۰ رتتهلهدن 0‏ ر.و بلتا۲ تصهطارمفگ و2 متتتصن تصمالفگ بیع رتتفله 
۶ 102108۰ وین م1 ما ومامت)عدممصهه مصتاانادعع ۶ مود هه (عاعهار 6۵/۳۱۸/۸۵) مصللناتند معاه مط) م۶۳۵0 
5 ۵۹://:۰001.0۲2ظ .145-159 ,(23)19 ۲ ,جعهاه 16619 ۵۱۱۵ 566166 ۳۵۵۵ 0۴ ۱۲۱۵و 

ما معام‌تمصتم متامجم1ها ۵۶ ممتاممتاه 0مافلووه «الممنمموهانا مطا ۵ س«مز ون مه  )2001(.‏ ,۷۲ ,۷1020۲ 
۸۸۵۹://01.0۲8/10.1016/51350-4177)01(00071-2ظ 303-313۰ بر6)3 حمهه0 هه کعزمعه0۳) .عحاععط 

40 ,01212001۷مجطمصیاحصطا رال تمصع م1 ,(2016) یک رهکتاک عک ریما م2 ۷۷ و.ظ بق1611۳00۷ وه ب۷1۲00 وین متانا رم ۷۷ 
,181۳-0۰ (90)8 102600 .0 م۵0 0۵.ص ۵ رگ ۵ معا تام .۰ 2-11292601 
۱۸۵5://001۰0۲8/10۰1007/500204-016-1744-5 

۵0 .162۷705 ۱۱۱06۲۲۷ رم وملتمط مهو راهم ۵ ممتامهتانه 0ماولووهصناموهنا 2011(۰) .۲ ولا عک کم بطقا و2 م۷102 
3 (-16/[.1000006۳ 10.10 /1005://001.018 .1273-1279 ,(127)3 تاداع 

۵ 000۵02010۰ ۵ وم۷10 0۱۵200 مه صماه۲۱۷۳ ,(2017) ۷۲۰ رعصقها2 ع و1 م12 وت) ,۷۷298 .۷ بلا۷۷ ب.ظ بلا۷ 
8 6 05://001.0۲8/10.1080/1040839) .3840-3849 و(2)18 5 و۵ 0 06۱66 ۲000 ۱ دساتز۷؟] 
تمعن 1 ]1160 مط) ۵۶ ممتاموتاوع8۷] 2020(۰) ,۱۷۲ روتصطاه]۱۷ ک ر.ظ متصقطح‌طاطه‌ظ طمله2اظ بلط رتقوم2۳2ظ .لا رطعطهع7220 
۵0 ۲۲۵۲۱۱۵۲ ۵66 معهموو ۵۶ ممتاه(0۳0 ۵0و مضه آهمنصمه۵0ع1وطن راقطمتاتتاننه صن فلعبع1 1۵1۵85 5/7۱۵/۱۶۵ 
6129 ۵۹://001:0۲2/10.22067/115107[.7ظ 207-2200۰  6)2(۱‏ را۵ ول 5666 «ع661710108 1 0۵ 66۱۱6۵ 
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